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RESUMEN 
Algunos agentes exógenos como los componentes activos de los medicamentos, 
administrados tanto por vía tópica o sistémica, pueden dar lugar al desarrollo de 
fotosensibilidad debido a la exposición a radiación UV-Vis de tejidos donde estos 
compuestos se acumulan.  En este proceso no inmunológico definido como 
fototóxicidad, generalmente se da la formación de radicales libres y/o especies 
altamente reactivas del oxígeno, que incrementan de forma considerable el estrés 
oxidativo, afectando moléculas de importancia biológica como ácidos grasos, 
proteínas de la membrana celular y ácidos nucleicos como el ADN, entre otras. 
Específicamente la hidroclorotiazida, diurético perteneciente al grupo de las 
tiazidas y uno de los fármacos más utilizados en la actualidad para el tratamiento 
de la hipertensión arterial, ha sido reportada como fototóxica. Adicionalmente,  
algunos experimentos en presencia de fotosensibilizadores triplete, sugieren la 
participación de diferentes estados excitados del fármaco en este proceso, y/o la 
intervención del oxígeno excitado en el desarrollo de su fototoxicidad.    
Con base en lo anterior, en el presente trabajo se evaluó la participación de la 
hidroclorotiazida en el desarrollo de fototoxicidad, especialmente analizando la 
participación en mecanismos tipo II, con la determinación del rendimiento cuántico 
en la generación del oxígeno molecular singulete, especie altamente oxidante del 
oxígeno molecular. Adicionalmente y dada la diversidad de grupos funcionales 
presentes en el fármaco, también se determinó la capacidad de la hidroclorotiazida 
como agente apagador de esta especie activa del oxígeno, a través de 
interacciones de tipo químico, realizando medidas cinéticas en estado 
estacionario. Paralelamente se evaluó el efecto del pH y de la temperatura en el 
carácter fotosensibilizador del fármaco. 
 
El rendimiento cuántico,
 

 
(relativo al fotosensibilizador rosa de bengala) por 
parte de la HCT aumenta al disminuir el pH, logrando a pH 4.5 una eficiencia 
cuántica del 70%, por lo que se incrementa el riesgo de fototoxicidad por 
ii 
 
fotosensibilización a través de mecanismos tipo II, en presencia de sustancias 
capaces de transferir energía a la HCT. 
 
Se observan constantes químicas de apagamiento del  gO 12  por HCT, kr , del 
orden de 8.44 x 103 y 2.82 x 104 M-1 s-1 en metanol y etanol respectivamente y 
además efecto hemolítico con dosis superiores a 1 mM. 
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ABSTRACT 
 
 
Some exogenous agents like active ingredients in drugs, given in topic and 
systemic ways can be photosensitized by UV-VIS radiation in tissues were these 
compounds are accrued. In this no immunological process knew like phototoxicity, 
usually free radicals and high reactive oxygen species are generated, increasing 
considerably oxidative stress affecting important biological molecules like fatty 
acids, proteins of cellular membranes and nucleic acids like DNA. 
 
Specifically hydrochlorothiazide (HCT), a diuretic and actually one of most used 
drugs for arterial hypertension treatment had been reported like phototoxic. 
Additionally, some experiments in the presence of triplet photosensitizers suggest 
the participation of different excited states of the pharmaceutic drug in this process, 
and/or excited oxygen intervention on phototoxicity development. 
 
Based on the above, in this work we evaluate the participation of 
hydrochlorothiazide in phototoxicity development, especially analyzing the 
participation in type II mechanism, with quantum yield determination in generation 
of singlet molecular oxygen, high oxidant specie of molecular oxygen. Additionally 
and due to diversity of functional groups in hydrochlorothiazide, also it was 
determinate his capacity like quenching agent of singlet molecular oxygen across 
chemical type interactions, with kinetic measures in steady state. Parallel it was 
evaluated the pH effect and temperature in photosensitizer character. 
 
The quantum yield, 
 (relative to rose Bengal photosensitizer) of HCT increases 
with decreasing pH, with a quantum yield of 70% at pH 4.5, increasing the risk of 
phototoxicity by photosensitization across mechanism type II, with molecules 
capable to energy transfer to HCT. 
 
It was observed quenching chemical constant of  gO 12  by HCT, kr , 8.44 x 10
3 
and 2.82 x 104 M-1 s-1 in methanol and ethanol respectively, also hemolytic effect 
with doses above 1 mM. 
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1     INTRODUCCIÓN  
 
 
1.1 Generalidades.  
Los medicamentos son compuestos químicos con uno o varios principios activos 
(fármacos), comercializados bajo una forma farmacéutica o de dosificación y que se 
utilizan para la prevención, alivio o tratamiento, de diversas enfermedades.  Su 
actividad está directamente relacionada con su estructura química, debido a la 
presencia de un farmacóforo que es la mínima parte de un medicamento que 
presenta actividad farmacológica1. 
Entre los fármacos mas utilizados en la actualidad están las sulfonamidas1,2, 
prescritos en el tratamiento de diversas patologías, entre las que se destacan su  
acción antibiótica, diurética y antidiabética.  Estos compuestos incluyen, los 
diuréticos tiazídicos como clorotiazida (CT) e hidroclorotiazida (HCT) (Figura 1), que 
contienen en su estructura un cloro en posición orto con respecto a la sulfonamida,  
lo que hace al fármaco más liposoluble aumentando su penetrabilidad celular y su 
actividad por vía oral; se metabolizan en el riñón y son eliminados como ácidos 
débiles.  Los diuréticos tiazídicos son los fármacos de primera elección en el 
tratamiento de la hipertensión, la insuficiencia cardiaca y también se utilizan en 
hipercalciuria (eliminación excesiva de calcio en la orina), no obstante asociado a su 
uso, se presentan algunas reacciones adversas2.  
 
N
S
N
H
O O
H2NO2S
Cl
Clorotiazida         
NH
S
N
H
O O
H2NO2S
Cl
Hidroclorotiazida  
 
Figura 1.  Diuréticos tiazídicos 
 
             
 
Para el caso específico de la hidroclorotiazida, fármaco incluido en el plan 
obligatorio de salud en Colombia (POS) y en la Lista de medicamentos esenciales 
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de la OMS, entre otros, se ha reportado el desarrollo de fotosensibilidad, que por no 
comprometer el sistema inmune, es de naturaleza fototóxica3.   
 
Este fármaco al ser consumido por largos periodos de tiempo e incluso de por vida, 
puede incrementar el riesgo de acumulación en tejidos cutáneos y oculares4, donde 
puede acceder a estados excitados tanto por irradiación directa, como por 
transferencia de energía desde otras especies endógenas o exógenas. Una vez la 
molécula de HCT en estado electrónicamente excitado, puede llegar a generar 
especies fototóxicas, a través de interacciones de tipo físico y/o químico,  
presentándose el riesgo de generación de radicales libres y/o especies reactivas del 
oxígeno (ROS por su sigla en inglés reactive oxygen species), capaces de 
promover un alto estrés oxidativo.   
 
Entre las especies activas del oxígeno están el anión superóxido y el radical 
hidroxilo, altamente oxidantes y citotóxicos5.  También se incluye el oxígeno 
molecular singulete O2 (
1Δg), especie altamente reactiva que es producida en el 
organismo exclusivamente por fotosensibilización, es decir, por transferencia de 
energía desde moléculas en estado excitado al oxígeno molecular en estado basal. 
En este proceso una especie electrónicamente excitada se desactiva transfiriendo 
energía a una segunda especie y como consecuencia la molécula aceptora ocupa 
los estados excitados, los cuales a su vez pueden interactuar con otras especies a 
través de procesos químicos y/o físicos. Luego de generado y como especie 
altamente electrofílica, el oxígeno molecular singulete puede interactuar 
eficientemente con moléculas de importancia biológica como lípidos, proteínas, y 
ácidos nucleicos como el ADN6.   
 
Es importante señalar que el pH puede llegar a modificar la estructura de cualquier 
compuesto en general y de los fármacos en particular, cambiando su distribución 
electrónica al afectar el equilibrio ácido-báse7 y en consecuencia, afectar tanto la 
reactividad química como los aspectos relacionados con las transiciones 
electrónicas. Los valores de pKa señalan el pH al cual se encuentran en equilibrio 
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especies ionizadas y no ionizadas, y para el caso de la hidroclorotiazida, presenta 
valores de 7.9 y 9.2 en solución acuosa8. 
 
1.2 Estado del arte. 
La interacción de la radiación electromagnética con algunos de los compuestos 
exógenos (fármacos o excipientes) administrados de forma tópica o sistémica y que 
por efectos de acumulación están presentes en tejidos oculares y/o cutáneos, 
pueden generar respuestas de fotosensibilidad3, es decir, una respuesta exagerada 
o anormal de la piel a la luz solar o a una fuente artificial de rayos UV-Vis3, en 
presencia de dosis inocuas de tales compuestos.  
 
Entre algunos de los ejemplos reportados se incluye la primera reacción de 
fotosensibilización debida a las sulfonamidas, documentada en los años 40, 
también se presentaron reportes de fotosensibilidad por uso de tetraciclinas, tras su 
introducción en los años 50 y las fenotiazinas, que como la clorpromazina, fueron 
consideradas el tercer grupo de  fotosensibilizadores entre los años 50-60. 
Actualmente los AINES (antiinflamatorios no esteroidales), las fluoroquinolonas y 
los diuréticos como la hidroclorotiazida, son los fármacos que a menudo se asocian 
a fotosensibilidad3.  
 
De forma general, las reacciones de fotosensibilidad3 son reacciones adversas 
inducidas por radiación e implican daño celular directo de naturaleza no 
inmunológica, causada por el uso de diversas sustancias entre las que se incluyen 
los medicamentos, y depende de la dosis del fotosensibilizador, tipo de radiación 
electromagnética e intensidad de radiación aplicada, y el tipo de piel. Esta reacción 
fototóxica se desencadena cuando el fármaco presente en tejidos expuestos a la 
luz, absorbe de forma directa la energía lumínica de los rayos UV-vis o por 
transferencia de energía desde otras moléculas.  Posteriormente, libera o transfiere 
esta energía a moléculas cercanas, actuando por ejemplo sobre el ADN y las 
membranas celulares. Los daños generados incluyen modificaciones de las 
macromoléculas celulares como proteínas, donde pudiera perderse la reactividad 
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enzimática; lípidos, donde ocurre peroxidación modificando la estructura de la 
membrana; y ADN, dando lugar a mutagénesis y carcinogénesis6.  
Específicamente las reacciones de una variedad de radicales libres y ROS con las 
proteínas pueden dar lugar a modificaciones oxidativas, induciendo la formación de 
hidroperóxidos, hidroxilación de grupos aromáticos y aminoácidos aromáticos de 
cadenas laterales, oxidación de grupos sulfidrilo, sulfoxidación del aminoácido 
metionina, conversión de algunos aminoácidos a derivados carbonílicos, ruptura de 
la cadena polipeptídica y formación de puentes cruazados9. Tales modificaciones 
de las proteínas pudieran conllevar a la perdida de sus funciones enzimáticas.  
La peroxidación lipídica por su parte, es un proceso degenerativo que afecta a los 
lípidos insaturados de la membrana bajo condiciones de estrés oxidativo. Se cree 
que este proceso complejo, contribuye al envejecimiento y a la generación de 
enfermedades mediante el cambio de la estructura de la membrana y el 
empaquetamiento de sus componentes lipídicos, siendo los ácidos grasos poli-
insaturados, de los fosfolípidos de membrana, particularmente susceptibles a sufrir 
peroxidación, así como modificaciones que incluyen el rearreglo o pérdida de 
dobles enlaces, y en algunos casos, la degradación reductora de cadenas lipídicas 
aciladas laterales. Los hidroperóxidos lipídicos, intermediarios importantes de las 
reacciones de peroxidación, también se acumulan en la bicapa, contribuyendo aún 
más a la perdida de la estructura de la membrana. Muchas de las consecuencias 
biofísicas de estas modificaciones estructurales comprenden cambios en la fluidez 
de la membrana, aumentando la permeabilidad estructural, alteraciones de las 
propiedades de fase termotrópicas de la membrana y cambios en la actividad de las 
proteínas de membrana.  
De otro lado, sustancias cancerígenas u oncogénicas inducen a la formación de 
tumores. Estas sustancias interfieren con el funcionamiento apropiado de órganos y 
tejidos del organismo, produciendo a menudo su muerte. Una de las mayores 
causas del cáncer es probablemente  el daño o las mutaciones en el ADN causadas 
por especies químicas tóxicas, entre ellas el oxígeno molecular singulete. Tal daño 
en el ADN lleva principalmente a las rupturas de los mecanismos de control que son 
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codificadas en el material genético. La acumulación de mutaciones en el ADN 
mitocondrial, las cuales son transmitidas aleatoriamente durante la división 
mitocondrial y la división celular, trae como consecuencia fosforilaciones oxidativas 
defectuosas a través de alteraciones que afectan los  complejos mitocondriales y un 
transporte inadecuado de electrones9. Es importante aclarar que durante este 
proceso no necesariamente se observa un cambio químico en la estructura del 
fármaco u excipientes presentes en el medicamento, en cuyo caso se trata de una 
interacción de fotosensibilización de tipo físico. 
Varios de los fármacos utilizados hoy en día para el tratamiento de diversas 
enfermedades, presentan estructuras químicas capaces de absorber radiación en la 
región UV-Vis del espectro electromagnético, y en consecuencia, pueden llegar a 
inducir reacciones de fotosensibilidad.  En especial, estos compuestos se 
caracterizan por ser de bajo peso molecular (200 a 500 Daltons), tener 
configuraciones planas tricíclicas o policíclicas, poseer sistemas aromáticos con alta 
conjugación y/o contar con la presencia de heteroátomos, permitiendo diversas 
transiciones electrónicas3. 
 
1.2.1     Fotodegradación de  fármacos sulfas. 
Estudios de la fototoxicidad de fármacos sulfas, sugieren la participación de 
especies reactivas del oxigeno y radicales libres como intermediarios de reacción10. 
En el caso de las fotoreacciones de las sulfas por irradiación directa, es común que 
ocurran fragmentaciones en el anillo aromático, tales como, pérdidas de halógenos 
en forma de aniones para la furosemida11,  desprendimiento de SO2, para la 
sulfonilamida y el sulfametaxazol12, y pérdida del fragmento SO2NH2 con 
dimerización de la molécula para la acetazolamida13, éste último, reportado bajo 
condiciones de irradiación en medios anaeróbicos.  
En solventes próticos, la interacción de furosemida y el oxígeno excitado es 
entendida como una reacción que implica transferencia de carga parcial desde el 
grupo amino de la furosemida al oxígeno singulete (Figura 2)11. En solventes 
apróticos se proponen intermediarios de tipo endoperóxidos, a través de un 
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mecanismo de cicloadición [2 + 4] entre el oxígeno singulete y el anillo furano de la 
furosemida (Figura 3)11.  
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             Figura 2. Reacción de furosemida con O2 (
1Δg), en alcoholes alifáticos. 
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Figura 3. Reacción de furosemida con O2 (
1Δg), en solventes apróticos. 
 
 
La amplia variedad de grupos funcionales en estos compuestos sulfas, debido a las 
diversas modificaciones sintéticas, también implican diversidad en el origen de la 
fototoxicidad.  Por ejemplo, tanto la furosemida (diurético de asa utilizado en el 
tratamiento de la insuficiencia cardíaca congestiva, hipertensión y edema cerebral o 
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agudo de pulmón), como la acetazolamida (derivado de la sulfamida, utilizado como 
diurético y en el tratamiento del glaucoma, entre otros), presentan una eficiente 
reactividad total con el oxígeno excitado, del orden de 107 M-1s-1.  Sin embargo la 
acetazolamida13 se destaca por ser un apagador de tipo físico, mientras que para la 
furosemida11, el apagamiento físico y el químico, son de magnitudes similares.  
Para éstos compuestos, el carácter fotosensibilizador en la generación de oxígeno 
singulete, presenta rendimientos cuánticos, Δ, inferiores a 0,1.  Por su parte la 
glibenclamida14, fármaco hipoglicemiante de la familia de las sulfonamidas y de 
segunda generación relativa a las sulfonilureas, reconocido como fototóxico 
sistémico, presenta en metanol rendimientos cuánticos, Δ, del orden de 0.3, con 
constantes totales de apagamiento de esta especie excitada del oxígeno molecular, 
kT, del orden de 10
6 M-1s-1 y constantes de apagamiento químicas, kr, del orden de 
104 M-1s-1, privilegiando su carácter fotosensibilizador y moderado apagamiento, 
con alta probabilidad de riesgo de fototoxicidad a través de mecanismos tipo II. En 
el caso de hidrocloruro de clorpromazina, mequitazina y afloqualona, se realizaron 
estudios sobre las reacciones fotosensibilizadas por medio de los espectros de 
absorción de las especies transcientes, reportando la eficiencia de apagamiento de 
los estados excitados de estos medicamentos por el oxígeno en estado basal 
triplete, obteniendo valores para el Δ de 0.27, 0.28 y 0.14 respectivamente
15. 
 
Para el sulfametoxazol, la vía de fotodegradación en sistemas acuosos implica el 
rearreglo del anillo isoxazol, resultando la ruptura fotolítica del enlace débil N-O.  En 
estudios realizados por Wei Zhou y Douglas E. (1997)12 sobre las reacciones 
fotoquímicas in vitro de este fármaco, sugieren que la fotoexcitación de 
sulfametoxazol se realiza a través de una transferencia de electrones al Citocromo-
C y al nitro azul tetrazolio, donde la peroxidación sensibilizada de ácido linoleico y la 
hemólisis de eritrocitos humanos, se presenta predominantemente por el 
mecanismo de radicales libres.  
 
La glicazida16, otro fármaco sulfa utilizado para el tratamiento de la diabetes,  es   
fotolábil   en   condiciones   aeróbicas   al   ser   irradiado   con   luz   UV-Vis, cuyo 
seguimiento se realizó observando la desaparición de la banda de absorción a 230 
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nm y en el que se obtuvieron dos productos, por fotofragmentación del enlace entre 
el carbono del grupo carbonilo y el  nitrógeno de  la urea. El  fármaco muestra 
fototoxicidad en los  test de foto hemólisis y de peroxidación lipídica, pero sin 
participación del oxígeno molecular singulete, guiando la reacción a través de 
mecanismos tipo I17. 
 
 
1.2.2     Fotodegradación y fototoxicidad de fármacos tiazídicos. 
 
La fototoxicidad de algunos medicamentos tiazídicos ha sido evaluada frente a la 
línea celular NHIK 3025 (derivada  de carcinoma de cuello uterino humano), la cual 
depende en gran medida de la dosis aplicada de radiación UV y de la concentración 
del fármaco. Para el caso específico de butizida, hidroclorotiazida, piretanida, 
politiazida y triclormetiazida, la fototoxicidad se observa a concentraciones de 0.5 
mM.  La bendroflumetiazida fue la única sustancia que indujo fototoxicidad por 
muerte celular con una concentración de  0.05 mM. Los efectos fototóxicos después 
de la  irradiación con rayos UV-A son inducidos solamente por bendroflumetiazida, 
inhibiendo sustancialmente la capacidad de formación de colonias con un tiempo de 
1 y 2 horas de irradiación con UV-A, con energías de 2 y 4 J/cm2, respectivamente, 
donde en el último de los casos se evidenció la muerte completa de todas las 
células de estudio.  Lo anterior, teniendo presente las regiones de absorción 
específicas de cada farmaco2. 
 
Estudios in vitro realizados por Matsuo18, relacionados con la irradiación de 
escualeno con rayos UVA en presencia de penflutiazida (PFZ) como sensibilizador, 
señalan que meticlorotiazida, benzilhidroclorotiazida y triclorometiazida, inducen 
acción peroxidativa según los parámetros de producción de hidroperoxidos y 
sustancias reactivas del acido tiobarbitúrico. Entre todas las tiazidas evaluadas la 
que presentó un mayor poder de fotooxidación lipídica fue la PFZ. La peroxidación 
de escualeno, fotosensibilizada por PFZ fue frenada por la presencia de azida de 
sodio y 2,5-dimetilfurano y acelerada en una suspensión de D2O, lo que sugiere la 
participación de oxígeno molecular singulete. 
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Estudios específicos sobre la fotoestabilidad de la hidroclorotiazida, incluyen lo 
realizado por Han y colaboradores19 sobre el incremento de la fototoxicidad 
inducida por dicho fármaco, el cual se irradió durante 30, 60, 90 y 120 minutos, con 
lámpara de xenón de 250 W. La irradiación produjo una disminución gradual de las 
tres bandas de absorción (225, 270 y 320 nm), observando adicionalmente un 
desplazamiento de la banda de 225 nm al azul y la aparición de una nueva banda  
alrededor de 290 nm, señalando la desaparición de HCT y la aparición de al menos 
un producto detectable por UV-Vis. En este mismo estudio, mediante la prueba de 
fotohemólisis, se evidenció un aumento significativo en la degradación de glóbulos 
rojos o eritrocitos, daño directamente relacionado con el tiempo de irradiación UV, 
por lo que se considera inducido por los productos de fotodegradación después de 
60, 90 y 120 min de irradiación UV. Sin embargo, no hubo una muerte significativa 
fototóxica de la levadura en la prueba de Candida albicans, mediada por estos 
mismos fotoproductos. Estos resultados sugieren que los productos de 
fotodegradación de hidroclorotiazida pueden desempeñar un papel importante en la 
fototoxicidad, actuando sobre la membrana celular, pero no se evidenció su acción 
en el ADN.  
 
Tamat y Moore (1983)20 estudiaron la descomposición fotocatalítica de 
hidroclorotiazida, donde reportaron que este fármaco se descompone con 
irradiación de luz UV cercano (> 310 nm) en metanol y soluciones acuosas. La 
fuente de luz UV empleada fue una lámpara de vapor de mercurio con filtro de 
cristal. El primer fotoproceso fue la fotodeshalogenación y fotohidrólisis. En la 
fotólisis de la solución acuosa (5% metanol), el fotoproducto dominante fue el 
hidrolizado y declorinado 2b, y sólo se encontraron pequeñas cantidades de 2a  (4-
amino-6-cloro-1,3-benzenodisulfonamida) (Figura 4). En esta ocasión, los productos 
fueron caracterizados por cromatografía gaseosa con detector de masas (CG-EM). 
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Figura 4. Hidroclorotiazida (1a) y sus fotoproductos mediados por irradiación directa. 
 
 
En 1997 se realizaron otros estudios sobre la descomposición fotolítica de HCT en 
metanol21, utilizando fuente de radiación fluorescente a longitudes de onda de 300 a 
400 nm. Se reportó la fotodeshalogenación como un proceso de degradación 
primario, con posterior sustitución del hidrógeno (1b) o de un grupo metoxilo (1c) del 
disolvente metanólico (Figura 4).  En este estudio no se detectó el producto 
hidrolizado (2a), mientras que si se observó la formación de 2c y un proceso de 
fotodeshidrogenación de hidroclorotiazida que conduce a la formación de 
clorotiazida (3a) y derivados 3b, 3c. Ulvi y Tammilehto (1989)22 obtuvieron como 
principales productos de irradiación de HCT en solución etanólica, 1b y 2a, 
utilizando como fuentes de radiación tanto luz solar como una lámpara de mercurio 
de alta presión. 
 
En estudios realizados por Brigante. M, y colaboradores4 se muestra el 
comportamiento de la hidroclorotiazida cuando se expone a la luz solar en la 
superficie de aguas en plantas de tratamiento de aguas residuales, simulando 
condiciones ambientales. En este caso la hidroclorotiazida fue irradiada con un 
simulador solar, en agua pura a diferentes tiempos. El experimento fue seguido 
inyectando una alícuota de una muestra de agua y retirándola en varios tiempos. 
Después de 5 horas, se observó un nuevo pico en el cromatograma de HPLC (UV), 
el cual fue creciendo con la irradiación a medida que pasada el tiempo y se hizo 
constante. Sólo después de 30 horas se observó la aparición de otras dos señales, 
asignadas a dos nuevos productos en pequeñas cantidades.  Luego de  200 horas, 
se hizo evidente la formación de tres fotoproductos (2a, 1d, 2d) (Figura 5).4 
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Estos tres productos también se identificaron luego de irradiar 200 horas con un 
simulador solar, una solución de HCT (0,7 mM) en agua pura. El compuesto más 
abundante (35%) fue determinado como 4-amino-6-cloro-1,3-benzenodisulfonamida 
(2a). El compuesto 1d, formado en un 15%, 6-hidroxi-3,4-dihidro-2H-1,2,4-
benzotiodazina-7-sulfonamida-1,1-dioxido, el cual ya había sido previamente 
propuesto como intermediario en el mecanismo de fotodegradación de HCT, por 
Tamat y Moore (1983)20. Por su parte, el fotoproducto 2d (4-amino-6-hidroxi-1,3-
benceno disulfonamida) se formó en un 5%.  La existencia de estos tres 
fotoproductos en las mismas condiciones de irradiación empleadas, prueba y 
sugiere una  única vía de fotolisis de hidroclorotiazida en agua, donde los procesos 
principales son los de fotohidrólisis del anillo tiadazina y la fotosustitución del cloro 
por el grupo hidroxilo.  
 
 
 
Figura 5. Fotodegradación de hidroclorotiazida  en agua. Análisis por HPLC que muestra el 
aumento de la concentración relativa de los fotoproductos (1d, 2a, 2d) y la 
desaparición de HCT (1a), con el tiempo de irradiación 
 
 
 
Otros estudios muestran que la HCT presenta fotofragmentación por perdida de 
cloro y posterior hidrólisis en solución acuosa o en alcohol,  con un rendimiento 
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cuántico de reacción ( rxn), de 0.18 ±  0.05  y cuyo esquema propuesto, es 
mostrado en la Figura 6. 23 
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Figura 6. Esquema de la fotodegradación de hidroclorotiazida en metanol. 
 
 
En estudios realizados por Costagliola y colaboradores24, se evidencia  la acción 
fototóxica de la HCT, donde se resalta que este fármaco a través de procesos de 
fotosensibilización, causa un daño macular en  la retina, afectando la visión de 
manera considerable. 
 
En estudios sobre tiazidas realizados por Veikko Ulvi25, los fármacos 
hidroclorotiazida, clorotiazida y triclorometiazida, fueron irradiados a 313 nm con 
lámpara de mercurio en solución etanólica al 96%, a 19  1 oC,  utilizando como 
actinómetro oxalato de  hierro (III).  Se reportaron rendimientos cuánticos en la 
fotodescomposición de 0.051  0.04;  0.019  0.01;  y 0.064  0.04 
respectivamente.  De forma similar a lo observado previamente, las reacciones de 
descomposición  de hidroclorotiazida y triclorotiazida, mostraron perdida del cloro y 
fragmentación del grupo SO2NH2 respectivamente
23. 
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2      PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
  
Particularmente la hidroclorotiazida, HCT (6-cloro-1,1-dioxo-3,4-dihidro-2H-1,2,4-
benzotiodiazina-7-sulfonamida) (Figura 7), diurético de uso oral perteneciente a la 
familia de las sulfas, de la categoría de los diuréticos tiazídicos, se ha utilizado por 
mucho tiempo en el tratamiento de la hipertensión arterial4. Se ha reportado para 
este fármaco una respuesta exagerada o anormal de la piel por exposición a luz 
solar o a una fuente artificial de rayos ultravioleta, induciendo el desarrollo de 
reacciones fototóxicas, específicamente por la aparición de lesiones en la piel que 
van desde inflamaciones locales leves, hasta lesiones graves. Estos efectos 
secundarios se han relacionado con la inestabilidad fotoquímica del fármaco, la cual 
depende de su concentración y de la dosis de radiación, por lo que se clasifica 
como  fototóxico3.  
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Figura 7.  Hidroclorotiazida 
 
                       
Debido a que hay evidencias de la dependencia de la radiación asociado al efecto 
fototóxico de la hidroclorotiazida, es importante considerar el acceso a estados 
electrónicos excitados de este fármaco tanto por irradiación directa, como 
fotosensibilizada. Ya se evidenció en estudios previos23, que a través de procesos 
de irradiación directa se presentan fotofragmentaciones como son la perdida de 
cloro o del segmento SO2NH2. 
 
Si bien, gran parte de la radiación ultravioleta que llega a la tierra es absorbida por 
los gases de la atmósfera como el ozono, especialmente la UVC de mayor energía, 
y dependiendo entre otros, de factores climáticos y horarios, de la latitud y altitud, 
es posible que llegue a la superficie terrestre entre un 10% y 30% de UVB de 
energía intermedia. En cuanto a la radiación UVA, en relación a la piel, la melanina 
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ejerce su efecto protector natural absorbiendo en un amplio rango de longitudes de 
onda, desde el ultravioleta UB al infrarrojo26. 
 
Estas condiciones y el hecho de que la hidroclorotiazida presenta una débil banda 
de absorción con máximo a 318 nm y que se extiende hasta 345 nm, es muy 
posible que no todos los efectos nocivos se deban a irradiación directa sobre este 
fármaco y puedan intervenir también otras especies que también  ejerzan su acción 
fotosensibilizadora,  siendo capaces de absorber radiación electromagnética en el 
rango visible, que si en especial pueden transferir esta energía a la HCT, permitirían 
que el fármaco acceda a un estado electrónicamente excitado, desde donde puede 
reaccionar químicamente, o transferir su energía para contribuir a la formación de 
especies oxidantes como el oxígeno molecular singulete.  
 
A su vez, también es posible que la HCT, desde sus segmentos nucleofílicos como 
lo es el grupo amino secundario, pueda ejercer un efecto apagador moderado sobre 
el oxígeno excitado, con componentes de interacción tanto  físicos y químicos. De 
ser químico, podría desencadenar otra serie de reacciones potencialmente tóxicas y 
disminuiría su acción farmacológica.  De ser física la interacción, entraría a moderar 
el efecto fototóxico producido por el oxígeno molecular singulete generado por 
fotosensibilización en el organismo, actuando como antioxidante de esta especie 
excitada del oxígeno molecular. 
 
Así, la presencia de otras especies fotosensibilizadoras, agentes exógenos o 
endógenos que absorben radiación y la transfieren, podrían contribuir 
considerablemente en la fotodegradación y/o carácter fototóxico de la  
hidroclorotiazida. 
 
Este panorama en la hidroclorotiazida genera una situación de alerta, más aún 
cuando la enfermedad para la cual es prescrita, se presenta con bastante 
frecuencia y además es un fármaco que se consume durante tiempos prolongados 
e incluso de por vida, siendo muy interesante evaluar su carácter fotosensibilizador, 
determinando si hay una participación efectiva de reacciones fotodinámicas tipo II17 
(haciendo referencia específicamente a reacciones en la que moléculas que en 
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estado electrónicamente excitado, principalmente estados triplete, transmiten 
efectivamente su energía al oxígeno molecular, dando lugar a la formación del 
oxígeno molecular singulete), en el desarrollo de la fototoxicidad por el uso de este 
fármaco.  
 
Por lo anterior, el presente estudio pretende evaluar el carácter fotosensibilizador de 
oxígeno molecular singulete por parte de la hidroclorotiazida, determinando el 
rendimiento cuántico de la generación de oxígeno molecular singulete, como 
indicativo de fototoxicidad.  Estas medidas cinéticas se realizan en medios que 
permitan simular el rango de pH fisiológico, analizando adicionalmente el efecto de 
la temperatura.  También se realizará seguimiento a la reacción entre la 
hidroclorotiazida y el oxígeno excitado, evaluando su carácter antioxidante frente a 
esta especie activa del oxígeno molecular con el propósito de determinar si debido 
a la magnitud de las constantes de apagamiento obtenidas, se puede mitigar 
efectivamente la generación del oxígeno molecular presentada por especies 
fotosensibilizadoras que puedan estar presentes en el medio.  
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3     OBJETIVOS 
 
 
 3.1 Objetivo general.  
 
 Evaluar el carácter fotosensibilizador de oxígeno molecular singulete por 
parte de la hidroclorotiazida por medio de la determinación del  rendimiento 
cuántico en la generación del oxígeno excitado y analizar si la HCT puede 
desencadenar fototoxicidad a través de mecanismos tipo II, en paralelo con 
el estudio de la degradación fotosensibilizada de hidroclorotiazida inducida 
por oxígeno molecular singulete. 
 
 
3.2 Objetivos específicos.   
 
 Medir los coeficientes de extinción molar de hidroclorotiazida y evaluar los 
cambios en el espectro de absorción UV-Vis en diferentes medios, con el fin 
de contribuir al estudio de la naturaleza de los estados excitados 
involucrados en las transiciones electrónicas. 
 
 Determinar el rendimiento cuántico en la generación de oxígeno excitado, 
evaluando el efecto del pH y la temperatura. 
 
 Realizar medidas cinéticas de la degradación fotosensibilizada de 
hidroclorotiazida, en presencia de fotosensibilizadores de oxígeno molecular 
singulete. 
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4      MARCO TEÓRICO 
 
 
4.1    Interacción de la luz solar con la piel.  
 
Las fuentes naturales de radiación como el sol, incluyen un conjunto de radiaciones 
electromagnéticas que abarcan el rango Ultravioleta-Visible, donde la luz visible 
está entre los 400 a 700 nm, y la radiación Ultravioleta se divide esencialmente en 
tres bandas: UVC (100 a 290 nm), UVB (290 a 320 nm) y UVA (320 a 400 nm).    
Esta radiación que incide sobre la superficie de la tierra puede ser reflejada, 
transmitida o dispersada en el medio y la restante es absorbida por estructuras 
moleculares llamadas cromóforos, de la cual refiriéndonos específicamente al rango 
ultravioleta (el 95% es UVA y el 5% UVB), sólo el 5% de la radiación que incide en 
la piel es difusamente reflejada, el resto se transmite, dispersa o se absorbe en 
ella27.  
 
Existen otras fuentes artificiales de radiación electromagnética, como lámparas de 
gas de mercurio o xenón utilizadas con propósitos germicidas (UVC); tubos 
fluorescentes usados en quimioterapia o pruebas de fotobiología (UVB o UVA); 
lámparas de Wood fluorescentes para diagnóstico en dermatología (UVC); tubos 
fluorescentes de luz visible usados regularmente como fuente de iluminación; y 
monitores del computador y televisores, con emisiones UVB mayor que UVA, entre 
otras27. 
 
Los niveles de profundidad de penetración de la radiación UVB y UVA a nivel de la 
piel son diferentes (Figura 8). El 70% de los rayos UVB son absorbidos por el 
estrato córneo, el 20% llega al estrato de Malpighi absorbido por el ácido urocánico, 
el DNA (principal cromóforo de la piel), el RNA, el triptófano, la tirosina y la melanina 
en la capa basal; sólo el 10% penetra a la dermis donde es absorbida por el DNA 
dérmico, RNA y los aminoácidos de la elastina y el colágeno.  Por el contrario, la 
mayor parte de la radiación UVA atraviesa la epidermis, siendo bloqueada por la 
melanina entre un 70 - 80%, un 20 a 30% llega a la dermis, donde es reflejada al 
ambiente por el colágeno dérmico, una pequeña cantidad es absorbida por la 
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hemoglobina intravascular y una mínima cantidad alcanza la hipodermis donde es 
absorbida por los betacarotenos de los lípidos27. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Interacción de la radiación UV con las diferentes capas de la piel27. 
 
 
  
4.2     Oxígeno molecular singulete. 
 
El oxígeno molecular en estado basal, O2, es una molécula paramagnética diradical 
de multiplicidad triplete, con dos electrones desapareados que presentan el mismo 
número cuántico de espín y localizados en orbitales degenerados del último nivel de 
energía ocupado. Para esta especie molecular se asocian principalmente dos 
estados electrónicos excitados singulete. El primero de ellos conocido como 
oxígeno molecular singulete 1O2 (
1g) (Figura 9a), el cual presenta un exceso de 
energía (22.4 Kcal)  y multiplicidad singulete, que le permiten participar en 
reacciones que para el estado basal están prohibidas por espín. El segundo estado 
electrónico excitado del oxígeno molecular, también de multiplicidad singulete 1O2 
(1g), presenta un tiempo de vida muy corto en fase condensada, del orden de los 
ns, mientras que para el 1O2 (
1g) de s, relajándose rápidamente al 
1O2 (
1g), por lo 
que este último es el que tiene mayor importancia a nivel biológico28. 
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a)        b)  
 
Figura 9.  Diagrama de orbital molecular para: a) el oxígeno molecular  en estado basal 
triplete, y  b) el primer estado excitado del oxígeno molecular, 1O2 (
1g) 
 29. 
 
  
La reacción del 1O2 (
1g) con otras especies, puede dar lugar a la formación de 
endoperoxidos y otras especies radicalarias como el radical superóxido (O2
-.); el 
radical hidroperoxido (HO2
.) y el radical hidroxilo (HO.). Estas especies del oxígeno 
son muy reactivas y participan de numerosas reacciones que son esenciales para 
los organismos aeróbicos, sin embargo su naturaleza reactiva puede producir daño 
tisular, si no son controladas por el sistema endógeno de antioxidantes30. En el 
organismo, el principal medio de generación de oxígeno molecular singulete es por 
fotosensibilización. 
 
Existen muchas moléculas orgánicas que pueden actuar como sensibilizadores y 
producir oxígeno molecular singulete al ser iluminadas en soluciones aireadas. Así, 
un sensibilizador en estado basal singulete, 1So, puede absorber radiación, 
accediendo a un estado electrónicamente excitado singulete, 1S* (aplicando el 
principio de Frank Condon y las reglas de selección)31. Sí se presenta un eficiente  
cruce entre sistemas (ISC por su sigla en inglés: inter system crossing), por 
solapamiento efectivo de las superficies de energía potencial entre los primeros 
estados excitados singulete y el triplete, éste pasará al triplete, 3S*, el cual presenta 
mayor tiempo de vida debido a que sus decaimientos radiativo (fosforescencia) y no 
radiativo, al estado basal 1So, son procesos prohibidos por que se cambia la 
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multiplicidad de espín.  Desde este estado triplete 3S*, puede reaccionar con el 
triplete basal del oxigeno y formar oxígeno singulete, 1O2 (
1g), proceso permitido al 
conservar la multiplicidad total de espín, siempre y cuando la energía del triplete del 
fotosensibilizador sea lo suficientemente alta para favorecer el proceso30 (Figura 
10). 
 
 
 
Figura 10. Esquema de la generación de oxígeno molecular singulete formado por    
fotosensibilización. 
 
 
Grupos ricos en electrones como las aminas, fenoles sulfuros y compuestos 
aromáticos. Son eficientes desactivadores del oxígeno molecular singulete, en 
combinación de procesos tanto físicos como químicos32.  
 
4.3    Mecanismos de fotosensibilización de fármacos fototóxicos. 
 
Además de la respuesta directa a las exposiciones de las radiaciones UVA y UVB, 
el sistema humano puede ser sujeto a efectos mediados por fotosensibilizadores 
endógenos y exógenos. Las prescripciones médicas han sido asociadas con un 
número significativo de efectos adversos de fotosensibilidad, muchos de ellos con 
un gran parecido a las quemaduras solares. La fotosensibilización abarca un 
conjunto especial de procesos en los cuales, una especie química sufre una 
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alteración química o física como resultado de la transferencia de energía desde otro 
compuesto, llamado fotosensibilizador.   
 
Los mecanismos moleculares de fotosensibilización inducidos por fármacos han 
sido objeto de estudio, en términos de la fotooxidación mediada por oxigeno 
singulete, radicales libres y reacciones de transferencia electrónica en sistemas 
biológicos. En la Figura 11 se señalan las diferentes rutas en las que el 
fotosensibilizador puede participar en la generación de respuestas adversas33. 
 
 
 
 
Figura 11. Representación esquemática de las vías por las cuales los fármacos producen 
fototóxicidad en la piel34. 
 
 
 
4.4 Interacción de oxígeno molecular singulete con compuestos nitrogenados. 
 
Las aminas constituyen los compuestos nitrogenados más extensamente 
estudiados en su reacción con oxigeno singulete. La habilidad de estas para apagar 
tanto física como químicamente el oxigeno excitado ha sido bien establecida.  De 
forma general las aminas reaccionan con el oxígeno molecular a través de 
reacciones de transferencia de carga35. 
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Un caso específico es la adición de oxígeno singulete a metiliminodiacetato que se 
ilustra en la Figura 12.  En esta gráfica se nota la formación inicial de un N-peroxido 
(1), que se transforma en el par iónico del anión iminohidroperoxi (2) y 
posteriormente por medio de una adición nucleofílica,  pasa a -hidroperoxiamina 
(3), a través de un rearreglo tipo Pummerer y al iluro sin-azometino (4), que 
posteriormente da el isómero cis-1,3 (5). Esta reacción llevada a cabo en solventes 
como la piridina, permite la isomerización del iluro a la configuración-anti y la 
formación competitiva del isómero tras-1,3.  El α-amidoester (6), es un producto 
secundario, excepto en la ausencia, ya sea de especies ricas en electrones o de un 
1,3–dipolarófilo, tal como el ciclohexeno35. 
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Figura 12. Reacción de oxígeno molecular singulete con aminas secundarias. 
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4.5    Interacción de oxigeno molecular singulete con compuestos azufrados. 
 
Estudios de fotooxidación de sulfuros con participación del oxigeno singulete, se 
han centrado en conocer la identidad estructural de los intermediarios reactivos36. 
Un caso particular es la formación de Etil Vinil Sulfuro, durante la fotooxidación de 
2-Cloroetil Etil Sulfuro que puede ser asociada con una eliminación β de un 
intermedio  iluro de  hidroperoxisulfonio37. (Figura 13)  
         
  
S
Cl
CH3
CH3 S
Cl
O
CH3 S CH2
O
Na2CO3 50.7% 49.3%
1
O2
2-Cloroeti l Etil  Sulfuro Etil  Vinil Sulfuro  
 
 
Figura 13.  Formación de Etil Vinil Sulfuro, por β-eliminación de un intermedio iluro. 
 
 
 
Los iluros de hidroperoxisulfonio han sido implicados en la formación de sulfonas38 
y como intermediarios claves en el rompimiento del enlace carbono-azufre39 durante 
las fotoxigenaciones de compuestos bencílicos y sulfuros con anillos  de  cinco 
miembros40. El oxígeno molecular singulete induce también una migración doble 
durante la reacción de esta especie con sulfuros homoalílicos en la generación de 
sulfonas37, tal como se aprecia en la Figura 14, donde se propone la formación de 
un iluro de hidroperoxisulfonio como intermediario. 
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Figura 14. Formación de sulfonas por la interacción de oxigeno singulete con sulfuros 
homoalílico, a través de intermediarios iluro de hidroperoxisulfonio. 
 
 
4.6    Interacción de oxigeno molecular singulete con sistemas aromáticos. 
 
Las interacciones del 1O2 (
1g) también se presentan con los anillos aromáticos, 
incluidos sistemas conjugados de cinco miembros, para las que se ha propuesto un 
mecanismo a través de adiciones 1.4, tipo Diels-alder41. El oxígeno molecular 
singulete, con uno de sus orbitales HOMO vacío, altamente electrofílico, actúa 
como dienófilo, reactividad incrementada por la presencia de grupos electrón 
dadores en posiciones C-1 y C-4, en el anillo del dieno. Se incluyen entre otros, 
estudios realizados con derivados de furano, pirrol y tiofeno, donde el orden de 
reactividad observado fue: 2-etilpirrol > 2 etilfurano > 2-etiltiofeno. Resultados 
consistentes con los obtenidos en estudios previos por Clark, 196842  
 
Otros estudios sobre la para-hidroxilación selectiva de fenol con O2 (
1g), señalan 
que éste es hidrolizado selectivamente para formar hidroquinona, donde las  
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posiciones orto y meta se producen en cantidad menor del 0.1%, a través de un 
intermediario endoperóxido43.   
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Figura 15. Reacción del fenol con  O2 (
1g) 
 
 
 
4.7 Dependencia del pH en la generación de oxígeno molecular singulete en 
sistemas acuosos. 
 
Estudios previos reportan la influencia que tiene el pH en la producción de oxígeno 
excitado en sistemas acuosos, utilizando colorantes tiazínicos (azul de metileno y 
tionina con concentraciones  de 5.0 x 10-6 M) como fotosensibilizadores44. En esta 
investigación se usaron dos técnicas de análisis, láser flash fotólisis y el método de 
irradiación continua o estacionaria. Con respecto a la primera, se midió el efecto 
apagador de oxígeno y triptófano sobre los estados excitados tripletes en medio 
ácido y básico de los colorantes, empleando soluciones buffer de pH 3.0, 7.5 y 8.5, 
monitoreando además  el cambio de la absorbancia de azul de metileno y tionina a 
375 y 425 nm respectivamente. Referente a la segunda técnica, se usaron 
concentraciones similares a las utilizadas en el experimento inicial y el sistema fue 
expuesto a  irradiación continua en un intervalo de  longitudes de onda de 600 y 
700 nm. Se siguió además la disminución de la banda de absorción del triptófano a 
200 nm, en función del tiempo, con el uso de  soluciones buffer en el rango de  pH 
de 4.5 a 8.8. 
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Las  medidas obtenidas con láser flash fotólisis para azul de metileno en soluciones 
buffer  en el rango de pH de 4.5 a 8.5, muestran un apagamiento químico más 
eficiente por parte del oxígeno que por el triptófano. Este efecto es 20 veces más 
eficaz para la especie no protonada que para la  protonada.  
 
Al igual que en el azul de metileno, se observa  un mayor apagamiento químico de 
la especie no protonada de la tionina con respecto a la protonada. Sin embargo, 
este apagamiento es más marcado con el uso de triptófano que con el empleo de 
oxígeno. Esto pude ser explicado en ambos casos teniendo en cuenta dos 
situaciones. Primero, la diferencia observada con el tipo de apagador está  
relacionada con el tiempo de vida media del oxígeno en presencia de  estos dos 
fotosensibilizadores, mostrando un valor más pequeño para la tionina (del orden de 
los microsegundos), que para el azul de metileno. Segundo, para el apagamiento 
de las especies protonada y no protonada, se observa que hay una pequeña 
contribución de la especie no protonada, incluso en medio ácido, antes de 
efectuarse la protonación. 
 
Con respecto a las medidas de irradiación continua, mientras se irradió una solución 
de Azul de Metileno – Triptófano en medio aireado, se midió a su vez la 
desaparición del triptófano en función del tiempo. La velocidad de desaparición del 
triptófano es mayor en medio básico y varía en un factor de aproximadamente 5 en 
el rango de pH de 4.5 a 8.8. Para tionina no se pudo evaluar su fotodegradación por 
espectroscopía UV-Vis. En el caso de azul de metileno, presenta constantes de 
apagamiento químico mayores con oxígeno que con triptófano, predominando el 
apagamiento de la especie no protonada, incluso con [Tyr] = 2.5 x 10-4 M y [O2] = 
1.0 x 10-4 M. Así mismo la fotooxidación del triptófano en ambos medios avanza vía 
1O2. En consecuencia la velocidad de desaparición de triptófano da una medida 
relativa de la generación de 1O2. 
 
De otro lado las grandes variaciones de las constantes de velocidad de 
apagamiento, en relación a la naturaleza del colorante y el grado de protonación del 
estado triplete, hay que tener en cuenta que las energías del estado triplete de las 
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especies no protonadas, tanto para azul de metileno como para tionina están 
relacionadas con 11550 y 13640 cm-1 respectivamente, en comparación con las 
bajas energías de protonación estimadas  por el ciclo de Foster, que son de 7970 y 
10300 cm-1 respectivamente. Sin embargo estas energías son lo suficientemente 
altas para la generación de oxígeno excitado. 
  
La transferencia de energía del estado triplete de azul de metileno en la producción 
de oxígeno singulete varía en un factor de aproximadamente 5 para pHs en el 
rango de 5-9, observándose un máximo cambio alrededor de pH 7. Esto es de 
suma importancia para los estudios de fotooxidación sensibilizados por azul de 
metileno en sistemas biológicos los cuales se llevan a cabo generalmente en 
soluciones neutras. Por su parte en  soluciones fuertemente tamponadas el 
rendimiento cuántico en la producción de oxígeno excitado varía en un factor de 2 
con cambios en el pH de 6.5 a 7.5. En soluciones no tamponadas o bedilmente 
tamponadas el apagamiento de la especie triplete no protonada de azul de metileno 
por oxígeno es mucho más rápido que la velocidad de protonación para cualquier 
valor de pH mayor que 5 y por lo tanto el rendimiento cuántico en la generación de 
oxígeno singulete es similar al obtenido a pH 8.0. Con base en esto se deduce que 
para soluciones en el intervalo de pH de 5 a 6, el rendimiento cuántico en la 
producción de oxígeno excitado será de 4 a 5 veces menor en soluciones 
fuertemente tamponadas, en comparación con soluciones no tamponadas.  
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5     MATERIALES 
 
  
5.1  Solventes  
  
Todos  los  solventes  utilizados  fueron  grado  espectroscópico  o  HPLC.  El 
Metanol fue adquirido de  JT  Baker;  acetonitrilo  y etanol,  de Merck.   Todos  los 
solventes  fueron utilizados sin purificación previa. 
 
5.2   Reactivos 
 
Eosina, azul de metileno, 9,10-dimetilantraceno (DMA) y sulfato de quinina, fueron 
obtenidos de Aldrich; rosa de bengala  fue  adquirida  de  Fluka.  El principio activo 
hidroclorotiazida, con una pureza del 98%, fue obtenido de Sigma. Los reactivos 
constituyentes de los  buffers fosfato 7.4 ( NaH2PO4.H2O y Na2HPO4) y  acetato 4.5 
y 6.0 (CH3COOH glacial al 95.5%  y CH3COONa.3H2O), fueron obtenidos de 
Aldrich.  
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6     INSTRUMENTACIÓN 
 
  
6.1  Espectroscopía de absorción UV-Vis. 
 
Las medidas de estos espectros fueron realizadas usando un Espectrofotómetro  
Perkin  Elmer  lambda  35,  controlado  a  través  del  software lambda 35. 
  
6.2  Espectroscopía de Fluorescencia. 
 
Fueron  medidos  en  un Espectrofotómetro  de  Luminiscencia  Perkin  Elmer  LS  
55,  controlado  con  el software FL Winlab.  
 
6.3  pH metro.  
 
Las medidas de pH fueron realizadas en un pH-metro Schott Instruments.  
 
6.4  Baño termostatizado.  
 
Baño termostatizado de enfriamiento con recirculación externa, marca Lauda, 
Utilizado para realizar el control de temperatura en todos los procesos cinéticos.  
 
 6.5  Ultrasonido.  
 
Con el propósito de favorecer la homogeneidad de las soluciones preparadas con el 
fármaco, fue utilizado un ultrasonido Branson 1510.  
 
6.6  Fuentes de radiación.  
 
Lámpara halógena de 300 W, lámpara LED de 50 W y lámpara UV.  Para regular la 
radiación selectiva sobre las muestras, se utiliza filtro óptico U-340 (transmitancia 
de 260 a 380 nm, Anexo 1) y filtro químico de DMA en etanol. 
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7    METODOLOGÍA 
 
 
7.1  Espectroscopia de absorción UV-Vis. 
 
Con el objetivo de determinar los coeficientes de extinción molar para HCT, se 
procedió a realizar una curva de calibración (A vs [M]) para establecer el rango de 
concentración lineal entre ambas variables y utilizando celda de cuarzo de  paso 
óptico de 1 cm se procede a determinar la magnitud de estos valores, que 
corresponden  a la pendiente del  segmento lineal, empleando la ley de Beer-
Lambert45. Para tal efecto se usó una solución madre de HCT de concentración 8.4 
x 10-3 M. Así mismo se midieron  los espectros de absorción del fármaco en etanol y 
soluciones acuosas de pH 4.5, 6.0 y 7.4 en el rango de longitudes de onda de 190 a 
400 nm. Estas medidas determinan las condiciones experimentales para realizar las 
medidas cinéticas.  
Adicionalmente se miden los espectros de fotosensibilizadores y actinómetros. 
          
7.2  Rendimiento cuántico de generación del oxígeno molecular singulete 
(
 )
46.  
 
Para determinar la eficiencia en la generación de oxígeno molecular singulete por 
hidroclorotiazida, en solventes orgánicos y en solución acuosa a pH fisiológico, se 
realizaron medidas cinéticas de actinometría con irradiación en estado estacionario.   
 
De forma general, se comparó la velocidad de desaparición de un sustrato que 
reacciona eficientemente con el oxígeno excitado, DMA (actinómetro), cuya 
reacción con el oxígeno molecular singulete ha sido ampliamente estudiada47, y un 
sustrato reactivo Q  que corresponde en nuestro caso al fármaco HCT, en presencia 
de un sensibilizador de referencia (de rendimiento cuántico conocido), rosa de 
bengala (RB), que genere eficientemente en las condiciones de análisis 1O2 (
1g). 
 
En el esquema siguiente, se describen los principales procesos involucrados en la 
reacción entre el oxígeno molecular singulete y el DMA, en presencia de HCT como 
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sustrato reactivo, Q  y el proceso de fotosensibilización; de acuerdo al esquema  
propuesto por Wilkinson47. 
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donde aI  es la intensidad de luz absorbida en el proceso de excitación del 
sensibilizador (Ecuación 1) y k  es la constante de desactivación del sensibilizador 
por el oxígeno en estado basal (Ecuación 2).  dk , 
DMA
rk  y 
Q
rk , las constantes de 
desactivación del oxígeno excitado por interacciones con el solvente (Ecuación 3), 
por reacción química con el DMA como actinómetro, (Ecuación 4), y por reacción 
química con el sustrato reactivo Q  (HCT) (Ecuación 5), respectivamente.  qk , 
corresponde al proceso de desactivación física por interacción del oxígeno excitado 
con el sustrato Q  (HCT) (Ecuación 6).  
 
En condiciones de irradiación en estado estacionario donde se mantiene una 
generación continua de oxígeno excitado, la reacción de fotooxidación del oxígeno 
singulete con el DMA se ajusta a una cinética de pseudo primer orden (Ecuación 7). 
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                           (7)             
  
donde Q
rk  es la constante de velocidad para la reacción química entre el  gO 12  
y la 
especie reactiva Q , y expk la constante de velocidad experimental, que se determina 
según la relación expresada en la siguiente ecuación: 
 
                      
 
 
tk
Q
Q
t
exp
0ln                               (8) 
  
 
En los estudios de actinometría, se utiliza una especie reactiva frente al 1O2 (
1g) o 
actinómetro que en nuestro caso es DMA. Así en la Ecuación 8,  
0
Q  y  
tQ , son las 
concentraciones del actinómetro, medidas a tiempo inicial y tiempo t, 
respectivamente, y 
expk el producto entre 
Q
rk  en el medio y [ )(
1
2 gO  ] estacionaria, 
por lo que al conocer Q
rk  en el medio de estudio, podemos despejar la 
concentración estacionaria de )(
1
2 gO  . 
 
Teniendo en cuenta que en soluciones diluidas, la velocidad de desaparición del 
sustratoQ , es proporcional al rendimiento cuántico en la generación del oxígeno 
excitado, 
 , es posible establecer el rendimiento cuántico en la generación de 
oxígeno molecular singulete para el sensibilizador de interés,  
S
 , en función de un 
sensibilizador de referencia  
'S
 ,  siempre y cuando se garanticen las mismas 
condiciones experimentales (Ecuación 9).   
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La rosa de bengala junto con la hidroclorotiazida, presentan una región de 
absorción común en torno a los 318 nm, diferente a la zona de absorción del 
actinómetro DMA, al cual se le pretende seguir su consumo, como sustrato reactivo 
y el cual debe ser protegido de la irradiación directa, con el uso de filtro químico 
(DMA en etanol). 
   
De forma inicial se procedió a irradiar con lámpara UVB una solución termostatizada 
a 21 oC, que contenía tanto el actinómetro como el sensibilizador de referencia, 
utilizando un conjunto de filtros químicos y físicos (ver anexo 1) que permitieron 
irradiar selectivamente al sensibilizador sin afectar por irradiación directa al 
actinómetro. El seguimiento al consumo del actinómetro se realizó por 
espectrofotometría de absorción UV-Vis, midiendo la absorbancia del DMA a 398 
nm, como parámetro experimental proporcional a la concentración y graficando la 
relación expresada en la Ecuación 8. De forma similar se realizó el experimento 
utilizando como sensibilizador a la hidroclorotiazida.  Las pendientes de ambos 
gráficos corresponden a las constantes de velocidad experimental   'exp Sk  y  Skexp  , 
de las reacciones de fotooxidación de DMA en presencia del sensibilizador de 
referencia y de la hidroclorotiazida, respectivamente.  La razón entre estas 
constantes de velocidad, corresponde a la razón de los rendimientos cuánticos, 
cuando los experimentos se realizan bajo las mismas condiciones (igual 
absorbancia de los sensibilizadores en ambas soluciones y mismas condiciones de 
irradiación), donde se puede despejar el S
  en función del  'S  (Ecuación 9).  
 
Se utilizaron como solventes etanol, acetonitrilo y soluciones acuosas a pH 4.5,  6.0 
y 7.4 con temperaturas de  21, 28 y 36 ºC, donde se ajustó la absorbancia de los 
sensibilizadores, al mismo valor en 318 nm. 
 
7.3  Rendimiento cuántico de  fluorescencia   ( fl ) 
46. 
Los rendimientos cuánticos de fluorescencia, se calcularon de forma relativa usando 
como referencia sulfato de quinina en una solución de H2SO4 0.05 M, cuyo 
rendimiento cuántico es 0.55. 
34 
 
    
Los valores de fl , se obtienen graficando el área bajo los espectros de emisión, 
tanto del sulfato de quinina, (diferentes concentraciones) como del sustrato en 
estudio vs la absorbancia, esto último como parámetro proporcional a la 
concentración (300 a 630 nm).  El fl  se obtiene de la razón entre las pendientes 
de ambos gráficos y la relación del rendimiento cuántico de fluorescencia para 
ambos sustratos y el rango de integración debe cobijar los espectros de emisión de 
ambos compuestos, el de referencia y el de estudio. 
 
7.4 Constantes de desactivación del oxígeno excitado 46  gO 12 . 
 
En la determinación de las constantes de velocidad para la desactivación del 
oxígeno molecular singulete, éste se genera por fotosensibilización y su 
concentración permanece constante durante el experimento en condiciones de 
irradiación en estado estacionario. El sensibilizador de referencia se selecciona en 
función de las condiciones de trabajo y de las características propias de la HCT, 
especialmente teniendo en cuenta que el sensibilizador presente absorbancia con 
alto coeficiente de extinción en una región del espectro diferente a la que absorben 
la HCT y el actinómetro, y así poder irradiar selectivamente el fotosensibilizador, sin 
afectar al DMA, ni a la HCT como sustrato reactivo.  
 
7.4.1 Constantes de desactivación totales, Tk
 46. 
 
La medición de las constantes de velocidad para la desactivación total del oxígeno 
molecular singulete (que incluye los componentes químico y físico), en presencia de 
hidroclorotiazida y en condiciones de irradiación estacionaria, se realizó en etanol, 
acetonitrilo y soluciones acuosas a pH 4.5,  6.0 y 7.4, a temperaturas que incluyen 
la ambiente y corporal.   Se colocó la solución a irradiar en celdas de cuarzo de 1 
cm de paso óptico, en porta celdas termostatizado, con filtros de corte que 
permitieron la excitación selectiva del sensibilizador.  
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Estas determinaciones se realizan empleando el método de las reacciones 
competitivas, el cual consiste en evaluar el efecto inhibidor del compuesto en 
estudio, sobre la velocidad de reacción entre el  gO 12  y un sustrato reactivo o 
actinómetro cuya constante de velocidad con el  gO 12  es conocida. Se utilizó en 
este caso como actinómetro el 9,10-dimetilantraceno (DMA), cuyas  Tk  en metanol, 
y soluciones acuo-metanólicas  a 20 ºC son 4.4 ± 0.1 x 107;  7.1 ± 0.3  x 107 (10% 
de agua), 12.0 ± 0.5 x 107 (30% de agua) y 18.0 ± 0.2 x 107 M-1s-1 (50% de agua) 
respectivamente.48  
De esta forma, la velocidad para la reacción entre el DMA y el oxígeno excitado, se 
puede expresar en términos de la siguiente ecuación: 
  
                          
 
 12DMAr g
d DMA
k O
dt
      
  DMA                             (10)
       
Bajo condiciones de iluminación en estado estacionario, la concentración del 
intermediario  )(12 gO   permanece constante y la integración de la Ecuación 10 da 
lugar a una expresión cinética que describe el proceso de pseudo primer orden: 
 
                        
 
 
tk
DMA
DMA
t
exp
0ln                                                      (11)        
          
 
donde  0DMA  y  tDMA  corresponden a las concentraciones inicial y en un tiempo t 
de DMA  y  
DMA
rkk exp [ )(
1
2 gO  ], por lo que la concentración de oxígeno excitado 
puede deducirse utilizando la aproximación en estado estacionario.  
 
Así, al realizar el seguimiento a la desaparición de DMA por su interacción con 
)(12 gO  , en presencia de diferentes cantidades de otro sustrato reactivo,Q , frente 
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al )(12 gO  , la HCT, se obtiene la razón entre las constantes de velocidad 
experimental en ausencia y presencia de Q , a través de la siguiente ecuación: 
  
           
  
  
  
 DMAkk
Qkk
Ok
Ok
k
k
DMA
rd
q
Q
r
Q
g
DMA
r
g
DMA
r
Q 




 1
1
2
1
2
exp
exp
                         (12)  
  
Donde específicamente, a bajas concentraciones de DMA, la expresión anterior se 
transforma en la Ecuación 13: 
 
             
  
 Qk
k
Qkk
k
k
T
d
q
Q
r
Q


 11
exp
exp                                      (13) 
  
 
Esta expresión cinética, permite obtener la constante de velocidad para la 
desactivación total del  gO 12 , por Tk , donde  (1/ dk ) es el tiempo de vida media 
del oxígeno singulete en el solvente utilizado.  
 
7.4.2 Constantes de velocidad para la reacción química, rk
46. 
 
Las constantes de velocidad para la reacción química entre el oxígeno molecular 
singulete e hidroclorotiazida, también  se determinan a través de experimentos en 
estado estacionario por actinometría, usando como sustrato aceptor de oxígeno 
singulete el DMA. Para tal efecto se irradió inicialmente una solución de 
hidrocloritiazida 9.07 x 10-3 M en presencia de RB como sensibilizador utilizando 
una celda de 1 cm de paso óptico, provista de un termostato, para mantener la 
temperatura constante. La fuente de luz utilizada fue una lámpara halógena de 300 
watts. Se usa además un filtro óptico  Ocean Optics VG-6 que permite el paso de la 
luz en el intervalo de longitudes de onda (Anexo 2), con el fin de irradiar 
selectivamente al sensibilizador sin afectar ni al actinómetro, ni a la HCT. 
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Debido a que en condiciones de irradiación estacionaria la concentración de 
oxígeno se considera constante, la velocidad de consumo de HCT se puede 
representar a través de la  Ecuación 14 (similar a la Ecuación 9): 
 
                             
      HCTkHCTOk
dt
HCTd
v r exp2
1 

                                  (14) 
           
 
Reorganizando términos e integrando, tenemos: 
 
                              
 
tk
HCT
HCT
t
exp
0ln                                             (15)          
 
Los datos así obtenidos, se ajustan a una cinética de pseudo-primer orden, donde 
la pendiente es la constante de velocidad experimental e incluye  la concentración 
estacionaria del )(12 gO  .  Del cociente entre las constantes experimentales 
obtenidas para la HCT y DMA, es posible determinar la constante de velocidad para 
la reacción química entre HCT y oxígeno singulete, conociendo previamente las 
constante de velocidad para la reacción química entre )(12 gO   y DMA, 
DMA
rk , 
cuyos valores en acetonitrilo y metanol son 5.3 x 107 y 6.3 x 107  M-1 s-1, 
respectivamente49. 
             
 
7.5  Ensayo de Fotohemólisis19.  
 
 
Para el ensayo de Fotohemólisis, empleado para determinar el potencial fototóxico 
de compuestos que dañan la membrana de los eritrocitos bajo la acción de la luz 
UV-Vis50, se tomó sangre humana de persona sana y se centrifugó a 3500 RPM por 
5 minutos, obteniéndose así una porción de glóbulos rojos frescos (GRF) que se 
disolvió en medio RPMI 1640 (al doble del volumen), y de nuevo se centrifugó en 
las mismas condiciones utilizadas anteriormente, obteniendo una nueva fracción de 
GRF que incluye el medio. También se preparó la solución de HCT, tomando  0.012 
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g del fármaco, en etanol y medio RPMI 1640, hasta una concentración final de  4.0 
mM. 
 
Posteriormente, en un tubo Fálcon se adicionó 1 mL de GRF (obtenidos de la 
segunda centrifugación), 2 mL de medio RPMI 1640, solución con HCT, hasta lograr 
la concentración final deseada (0.5,  1.0 ó 2.0 mM) y se completó hasta un volumen 
final de 5 mL. Seguidamente el tubo se lleva a la incubadora  por 30 minutos a 36 
°C y su contenido se vierte en 5 tubos Eppendorf (cada uno con 1 mL). El primer 
tubo se tapó con papel aluminio (blanco sin irradiar).  El resto se exponen a 
radiación UV de onda corta, por 30, 60, 90 y 120 minutos respectivamente. 
Posterior a esto se centrifugaron los  tubos Eppendorf a 2800 RPM por 5 minutos y 
se toman alícuotas de 50 µL del sobrenadante (solución traslúcida) de cada uno de 
ellos, llevando a placas multiposos para su lectura en el espectrofotómetro a 540 
nm ( de absorción de la hemoglobina liberada al medio por la hemolisis de los 
globulos rojos).  Como blanco positivo, se utilizó 1.0 mL de hipoclorito de sodio (4.5 
% m/v). 
También se toma un espectro completo de la solución sin irradiar, para verificar que 
no se presenten problemas de turbidez que no puedan ser detectables a simple 
vista. Otra alternativa es tomar algunas de las soluciones a medir y filtrar sobre 0.45 
μm y observar a 546 nm la misma absorbancia que la obtenida sin filtrar. 
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8   RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
8.1 Espectro UV-Vis y determinación de la absortividad molar (ε) para HCT. 
 
 
Con el propósito de recocer el rango de concentración de solución de HCT que es 
proporcional a la absorbancia y de evaluar los tipos de transiciones electrónicas 
involucradas en la región UV-Vis se calcularon los coeficientes de extinción molar 
para HCT, en etanol y soluciones acuosas a diferentes valores de pH.  
 
En la Figura 16, se presentan los espectros de absorción de  HCT (8.4 x 10-3 M), en 
solución acuosa, a diferentes valores de pH, observándose tres bandas de 
absorción en la región UV del espectro electromagnético, con máximos de 
absorción a 226,  271 y 318 nm.  
 
 
 
 
Figura 16. Espectros de absorción de HCT a pH 4.5 (─),  pH 6.0 (─)  y pH 7.4 (─). 
 
De forma general, los coeficientes de extinción molar se calcularon a partir de la 
curva de calibración de A vs  [M].   En la Figura 17 se grafica esta relación entre 
absorbancia y concentración de HCT (pH 6.0), a las longitudes de onda de máxima 
absorción, aplicando para cada conjunto de puntos un modelo de regresión lineal 
40 
 
en el segmento que presenta cumplimiento a la ley de Beer-Lambert44,  y cuya 
pendiente corresponde a la absortividad molar. 
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Figura 17.    Curvas de calibración en el cálculo de los coeficientes de extinción molar para 
HCT (pH 6.0), a las longitudes de onda de máxima absorción. La absortividad 
molar corresponde a la pendiente de cada gráfica (modelo lineal).  
 
En la Tabla 1 se presentan valores promedios para los coeficientes de extinción 
molar de HCT, en etanol y soluciones acuosas (buffer) a diferente pH. 
 
Tabla 1. Coeficientes de extinción molar de HCT en etanol y soluciones acuosas a pH 4.5,  
6.0 y 7.4. 
Solvente λ  de máxima 
absorción 
(nm) 
Coeficiente de 
Extinción molar,  ε 
M
-1
 cm
-1
 
límite de linealidad 
  [M] 
 
Etanol 226 23133   1472 1.7 x 10-5 - 9.9 x 10-5 
271 13364  1090 1.7 x 10
-5
 - 2.0 x 10
-4
 
318 2114  75 1.7 x 10
-5
 - 3.8 x 10
-4
 
pH 4.5 
 
226 25867  921 1.1 x 10
-5
 - 1.2 x 10
-4
 
272 17257  241 1.1 x 10
-5
 - 9.1 x 10
-5
 
317 2753  48 1.1 x 10
-5
 - 2.7 x 10
-4
 
pH 6.0 
 
226 64619  20 1.1 x 10
-5
 - 8.0 x 10
-5
 
272 37299  1519 1.1 x 10
-5
 - 1.1 x 10
-4
 
317 7485   83 1.1 x 10
-5
 - 6.1 x 10
-4
 
pH 7.4 
 
226 25560  1150 2.7 x 10
-5
 - 1.8 x 10
-4
 
272 14110  1367 2.7 x 10
-5
 - 1.8 x 10
-4
 
317 2540  318 2.7 x 10
-5
 - 5.0 x 10
-4
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En solventes apolares como  hexano, tolueno y diclorometano no fue posible  
realizar la determinación de los coeficientes de extinción molar para 
hidroclorotiazida, por problemas de solubilidad. 
De forma general no se observan cambios en el espectro de absorción de HCT en 
el rango de pH evaluado.  Lo anterior en concordancia con los valores de pKa 
reportados para  HCT8 de 7.9 y 9.2 (Ka de 1.2 x 10-8 y 6.3 x 10-10 M-1 s-1 
respectivamente), se resalta que la absorbancia en el rango de pH evaluado 
corresponde primordialmente a la especie protonada.  
 
Se  observa  de  la  Tabla  1 que tanto  en etanol como en las distintas soluciones 
acuosas, los coeficientes de extinción molar a las tres longitudes de onda de 
máxima absorción muestran la misma tendencia, mostrando para la señal 
localizada en 226 nm los valores más altos. En etanol este valor corresponde a 
23133 M-1 cm-1 y en soluciones acuosas (pH en el rango de 4.5 – 7.4)  oscila entre 
25560 y 64619 M-1 cm-1. Esto sugiere que la señal es asociada a un tipo de 
transición permitida, posiblemente de naturaleza ππ, adicional al hecho de 
presentar una alta energía de transición.  Para  la señal en 318 nm, con una 
energía de transición más baja, se presentan los valores de absortividad molar de 
menor magnitud, relacionados con transiciones electrónicas del tipo  nπ. 
 
8.2 Generación de  gO 12  por HCT. 
 
Estas medidas se realizaron en etanol y soluciones acuosas en el rango de pH 
fisiológico (4.5 – 6.0, en piel  y 7.4, en sangre), con irradiación en estado 
estacionario y utilizando como actinómetro, DMA.  Para éste último, se presenta su 
espectro de absorción en etanol (Figura 18) y se incorporan valores de coeficientes 
de extinción molar en etanol, previamente reportados (Figura 19 y Tabla 2)13.  
Como fotosensibilizador, se utilizó rosa de bengala, cuyo espectro de absorción UV-
Vis se muestra en la Figura 20. 
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                  Figura 18. Espectro de absorción del 9,10-Dimetilantraceno (DMA). 
 
 
 
 
 
 
 
a) b) 
 
Figura 19.   a) Espectros de absorción de DMA en etanol a diferentes concentraciones.  b) 
Curvas de calibración (A vs concentración mM) a  de máxima absorción.  
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Tabla 2.  Coeficientes de extinción molar en etanol para DMA. 
 
 
Máximo de 
Absorción 
(nm) 
Coeficiente 
de extinción 
M
-1
cm
-1
    (*) 
Intercepto r
2
 
396.64 7935  ±   28 0.015 0.999 
376.70 8202  ±   33 0.018 0.999 
357.64 4904  ±   24 0.012 0.999 
*desviación estándar 
 
                                                                                                                                                                                                                                              
                                         
                                 Figura 20.  Espectro de absorción de rosa de bengala (RB) en etanol. 
 
 
En la Figura 21  se presenta un ejemplo del seguimiento al consumo del actinómetro 
DMA (a través de espectroscopía UV-Vis) en presencia de los fotosensibilizadores de 
referencia, RB e HCT, independientemente.  Ambas reacciones se ajustan a una cinética 
de primer orden (Ln A0/A  vs  t (s)), donde los valores de A0 corresponden a la 
absorbancia inicial del DMA y A la absorbancia del DMA al tiempo t de irradiación.  
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Figura 21. Consumo de DMA, en presencia de rosa de bengala (▪) e hidroclorotiazida (), 
como fotosensibilizadores de O2 (
1Δg) en etanol a 21 ºC. 
 
                        
De la Figura 21 se evidencia un mayor consumo de DMA al utilizar RB como 
fotosensibilizador, comparado con el cambio observado al utilizar HCT, lo que se 
asocia con un menor rendimiento cuántico en la generación del oxígeno excitado  
 gO 12   por este fármaco, en las condiciones de análisis citadas en la figura.  Así, 
las pendientes corresponden a las constantes experimentales al utilizar como 
fotosensibilizadores RB e HCT ( RBkexp , 
HCTkexp ) y con estos valores se determinó el 
rendimiento cuántico en la generación de oxígeno excitado por HCT (Ecuación 11), 
relativo al RB. 
  
Para el caso específico presentado en la Figura 21, se obtuvo un valor de 
 = 0.08,  
lo que implica una eficiencia del 8% en la generación de moléculas de oxígeno 
singulete, por transferencia de energía desde la HCT por cada cuanto de luz 
absorbido. Por lo anterior, es posible plantear que si la HCT absorbe energía por 
irradiación directa o fotosensibilizada,  puede acceder a un estado electrónicamente 
excitado singulete, que puede transitar al estado excitado triplete, más estable y de 
tiempo de vida más largo, el cual puede colisionar con una molécula de oxígeno en 
estado fundamental y por transferencia de energía, generar oxígeno molecular 
singulete, retornando la HCT a su estado basal.  En  la  Tabla  3   se  presentan  los  
rendimientos cuánticos obtenidos para HCT en etanol, acetonitrilo y en solución 
acuosa a distintos valores de pH. Para los cálculos se usaron valores de referencia 
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en la generación de oxígeno molecular singulete por rosa de bengala,  de  0.68 y  
0.76 en etanol y agua, respectivamente46. 
 
Tabla 3. Rendimiento cuántico de HCT en la generación de  gO 12 , con RB como 
fotosensibilizador. 
 
 
 
         
 
 
 
 
 
 
 
De la Tabla 3 se puede notar que al disminuir el pH y aumentar la temperatura se 
favorece el incremento en la generación de oxígeno molecular singulete, logrando a 
pH 4.5 y a 36 ºC un rendimiento cuántico del 74%. Esto puede ser entendido por 
una mayor participación de la especie protonada, al tener un tiempo de vida media 
mayor que la especie no protonada, así la HCT en su estado triplete excitado, 
transfiere su exceso de energía al oxígeno molecular triplete del medio, generando 
oxígeno excitado de multiplicidad singulete. Estos  valores predicen que la HCT 
puede ser potencialmente fototóxica a pHs bajos.  De forma general, se observan 
valores de rendimiento cuántico en la generación de oxígeno molecular singulete, 
en rangos que implican riesgos para la salud y que señalan que su fototoxicidad 
puede estar relacionada  con mecanismos tipo II. 
 
8.3 Rendimiento cuántico de  fluorescencia   ( fl ). 
 
Los resultados obtenidos, relativos al sulfato de quinina, señalan un rendimiento 
cuántico en la fluorescencia de HCT inferior al 2%.  Lo anterior nos permite 
predecir, que otros son los procesos de decaimiento que pueden tener mayor 
posibilidad de ocurrencia.  Éstos incluirían los decaimientos fosforecentes 
(radiativos) y los no radiativos. 
Solvente (
 )  gO 12  (HCT) 
21 ºC 28 ºC 36 ºC 
Etanol   0.08 
Acetonitrilo   0.02 
Solución  acuosa, pH 4.5 0.70 0.72 0.74  
Solución  acuosa, pH 6.0 0.14 0.23 0.64  
Solución  acuosa, pH 7.4 0.13 0.21 0.63   
46 
 
 
8.4 Constantes de velocidad para la reacción química entre  gO 12  e HCT. 
   
En la Figura 22 se muestra el seguimiento a la desaparición de DMA, por su 
reacción con oxígeno molecular singulete, generado por fotosensibilización en 
presencia de rosa de bengala.  Se observa en este experimento que el consumo del 
DMA se ajusta a una cinética de pseudo-primer orden, en condiciones de irradiación 
en estado estacionario en el que el oxígeno molecular singulete generado por 
fotosensibilización, permanece constante, donde también se aprecia estable en el 
tiempo, la concentración del fotosensibilizador. La pendiente que se obtiene de 
graficar  Ln A0/A   vs t (Figura 23), corresponde a la constante de velocidad 
experimental para el DMA, DMAkexp , y cuyo valor nos permite determinar la 
concentración estacionaria de oxígeno molecular singulete a través de la relación 
(
DMA
rkk exp [ )(
1
2 gO  ]).   
 
 
 
Figura 22.  Degradación fotosensibilizada de DMA (en etanol, a 21ºC), utilizando Rosa de 
Bengala como fotosensibilizador de )(12 gO  . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
47 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 23.   Constantes de velocidad química, para las reacciones de DMA (▪) e HCT () 
(independientemente), como aceptores de oxígeno molecular singulete, en 
presencia de RB como fotosensibilizador.   
 
Posteriormente y bajo las mismas condiciones de irradiación, se realizó el 
seguimiento al consumo de HCT en presencia de RB, lo cual también se ajusta a 
una cinética de pseudo-primer orden y cuya pendiente (Figura 23), corresponde a la 
constante de velocidad experimental, HCTkexp . Estas dos constantes son utilizadas en 
el cálculo de las constantes de reactividad química entre el fármaco HCT y el 
oxígeno excitado, de acuerdo a la  Ecuación 15, obteniendo valores de rk  para 
HCT de  2.82 x 104 M-1s-1 y de 8.44 x 103 M-1s-1 en etanol y metanol, 
respectivamente.  Los valores utilizados como referencia para la reacción entre el 
actinómetro DMA y el )(12 gO   ( 
DMA
rk ), en metanol y etanol, son 6.3 x 10
7 y 1.94  x 
107  M-1 s-1 respectivamente49.   
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En la Tabla 4 se presenta un resumen de las constantes quimicas calculadas para 
HCT.  
 
Tabla  4.   Constantes químicas de HCT (
HCT
rk ) en metanol, etanol y soluciones acuosas a 
distinto pH. Experimentos realizados a  21 ºC, tomando como sensibilizador de 
referencia, rosa de bengala. 
 
Solvente HCTkexp  
 M-1 s-1 
rk  (HCT)  
M-1 s-1 
Metanol 3.51 x 10-7 8.44 x 103 
Etanol 8.36 x 10-7 2.82 x 104 
pH 4.5 1.12 x 10-6 7.11 x 105* 
pH 6.0 1.52 x 10-5 2.17 x 105* 
pH 7.4 1.54 x 10-6 4.85 x 106* 
                      
*
 Se tomó como referencia rk de  DMA en Metanol. 
 
Los resultados observados en la Tabla 4, indican que en general la HCT es un débil 
apagador del oxígeno molecular singulete, sin embargo, al aumentar el pH, 
aumenta su carácter antioxidante y esto se puede relacionar efectivamente con el 
menor rendimiento cuántico en la generación del oxígeno excitado a pH 7.4, 
logrando por su efecto antioxidante, mitigar parte del efecto nocivo que puede 
presentarse, debido a su carácter fotosensibilizador.  Pese a lo anterior, ésta 
constante de reactividad química, también señala un riesgo por la posibilidad de 
interacción química de la HCT con el oxígeno excitado, lo que puede ocasionar una 
disminución en  su acción farmacológica y adicionalmente aumentar el riesgo de 
fototoxicidad por la presencia de sus fotoproductos.  
 
8.5  Constantes de velocidad de desactivación total  de  gO 12  por  HCT.  
 
En  la determinación de las constantes totales (Ecuación 15)  se realizaron 5 
cinéticas (etanol a 21 °C) siguiendo el consumo del actinómetro DMA. La primera 
se efectuó en ausencia de HCT y las demás adicionando diferentes cantidades  de 
HCT, como especie que se prevee capaz de competir con el DMA por el oxígeno 
excitado. Todas las cinéticas se ajustaron a un comportamiento de primer orden. En 
la determinación de Tk  se graficó la relación de las pendientes en ausencia y 
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presencia de diferentes concentraciones molares de HCT y la pendiente que resulta 
de esta gráfica corresponde a las constantes de desactivación total de oxígeno 
singulete, por parte del fármaco HCT. 
  
En la Figura 24 se muestran los detalles experimentales de la primera cinética en 
etanol, con DMA como actinómetro y RB como sensibilizador de oxígeno excitado, 
en ausencia de HCT.  
 
 
                
                                               a)                                                                b) 
 
Figura 24.  a) Decaimiento de DMA con el tiempo de irradiación, usando RB como 
fotosensibilizador. b) Gráfica de Ln A0/A Vs t. 
 
Por su parte en la Figura 25 se observan los detalles experimentales de la segunda 
cinética, donde a diferencia de la anterior, se realizó una adición de 200 μL de  HCT 
9.1 x 10-3 M. 
 
 
               
              
                                            a)                                                                      b) 
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Figura 25.  a) Decaimiento de DMA con el tiempo de irradiación, usando RB como 
fotosensibilizador de oxígeno molecular singulete y una adición de 200 μL de 
HCT (concentración final = 6.72 x 10-4  M). b) Gráfica de Ln A0/A vs t.  
 
Con la adición de HCT, se esperaba observar la disminución del consumo de DMA, 
por su interacción con el oxígeno excitado, generado por fotosensibilización, sin 
embargo, se observó lo contrario, se incrementó el consumo de DMA, sin observar 
variaciones significativas en las concentraciones de RB ni HCT, durante el tiempo 
que dura el experimento.  
Se continuó evaluando este efecto con concentraciones mayores de HCT y 
permaneció este comportamiento, el cual se puede observar en la  Figura 26.                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Gráficas de Ln A0/A vs t (s), correspondientes a diferentes adiciones de HCT 
9.1 x 10-3 M, y su efecto en la velocidad de reacción de DMA y 1O2.  
400 μL  ▼ 600 μL  y  ▲ 800  μL. 
 
En esta Figura, se nota claramente como a medida que se adiciona HCT 
proporcionalmente,  las pendientes van aumentando (▪ 5.21 X10-4  ●  6.02 X10-4  ▲  
6.80 X10-4 ▼ 7.86 X10-4 ▲ 9. 72 X 10-4 M-1 s-1). Esto está relacionado con un 
consumo más eficiente de DMA. Lo anterior supone que en el medio hay más 
concentración de oxígeno excitado. 
 
Una de las posibilidades de que se esté  generando más  gO 12 , se ilustra en la 
Figura 27.  
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Figura 27. Procesos propuestos en la generación de oxígeno excitado, por irradiación del 
fotosensibilizador (RB) y su transferencia de energía tanto al oxígeno triplete, 
como a la HCT en estado basal. 
  
En esta Figura So representa el estado fundamental o basal;  
3O2 y 
1O2, los estados 
triplete y singulete del oxígeno molecular; S*1 y T*1, corresponde a los estados 
excitados singulete y triplete, tanto para RB como para HCT, y TE1, TE2, TE3 se 
refiere a procesos de transferencias de energía propuestas en el proceso. Es 
pertinente aclarar que en el experimento se usaron filtros, de tal forma que se 
irradió selectivamente al fotosensibilizador (RB), el cual mediante absorción de 
energía pasa a un estado electrónico excitado, S*1,  y por cruce entre sistemas 
accede al estado triplete, T*1.  Desde este estado excitado, la RB puede a su vez, 
transferir su exceso de energía (TE1) al oxígeno molecular triplete (
3O2) presente en 
el medio y generar el oxígeno molecular singulete excitado (1O2). Además, y debido 
que se observó apagamiento de la fluorescencia de RB por adición de HCT (línea 
más delgada del diagrama, correspondiente a RB), también es posible considerar 
transferencia de energía (TE2) desde el estado  S*1 de RB al So de la 
hidroclorotiazida, provocando también su excitación. Una vez la hidroclorotiazida 
excitada, puede así mismo, transitar al estado triplete excitado y transferir este 
exceso de energía (TE3) al oxígeno molecular en estado basal triplete y producir 
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adicionalmente más oxígeno molecular singulete. Al haber mayor cantidad de 
oxígeno singulete en el medio, mayor será el consumo del actinómetro DMA.  
 
Esta TE2 puede darse a través de la formación de un complejo de encuentro entre 
el So de HCT y S*1 de RB. Pues por las características de los espectros de 
absorción del aceptor (HCT) y emisión del dador (RB) en las que no hay 
superposición, no se evidencia la posibilidad de un complejo de transferencia de 
carga tipo Foster43. 
 
 
                                                                                                 
 
                                                        
 
                  a)                                              b)                                                 c) 
 
Figura 28. Espectros de absorción de RB, HCT y la mezcla RB-HCT.  
 
 
 
 
                                                                       
                                                              
                                                                                                                                       
Figura 29. Superposición de los espectros de absorción de la mezcla RB-HCT y su suma 
aritmética. 
 
En la Figura 28,  se muestran los espectros de RB, HCT y mezcla de RB-HCT. Al 
sobreponer el espectro de la mezcla RB-HCT con el que corresponde a la suma 
aritmética (Figura 29), se observa que existe una pequeña diferencia entre estos 
espectros, siendo mayor el de la suma aritmética que el de la mezcla, lo cual nos 
invita a considerar la formación de un exciplejo, cuyo comportamiento estaría 
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transfiriendo más eficientemente energía al oxígeno molecular triplete que la RB 
individualmente, lo cual trae como resultado una mayor concentración de oxígeno 
molecular singulete, y por ende un mayor consumo de DMA. Lo anterior es 
consistente con el pequeño aumento observado en las pendientes (Figura 26).  
 
La gráfica de Stern Volmer, correspondiente a la Ecuación 15, (Figura 30) ilustra la 
inversión de las constantes totales. 
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Figura 30.  Análisis de Stern Volmer, en etanol a 21 ºC, que evidencia la inversión de las 
constantes totales de HCT, usando RB como fotosensibilizador de oxígeno 
excitado. 
 
Esta gráfica corresponde a la relación de las diferentes pendientes en ausencia y 
presencia de HCT vs la [M] de HCT, después de cada adición, donde m[HCT]o y 
m[HCT], corresponden a la relación de las pendientes de los gráficos individuales, 
en ausencia y presencia de HCT, respectivamente.  Se puede notar que a medida 
que aumenta la concentración de HCT, se presenta más consumo de DMA. Por lo 
anterior, y dado que en el cálculo de estas constantes se tiene en cuenta el método 
de las reacciones competitivas, donde se  evalúa el efecto inhibidor (en este caso 
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de la HCT), sobre la velocidad de reacción entre  gO 12  y (DMA), las pendientes de 
esta gráfica deberían ser menores en la medida que se adiciona HCT, debido a que 
la presencia de este nuevo sustrato en la reacción, presentaría  competencia por el 
oxígeno singulete presente en el medio, y por la tanto, la velocidad de reacción en 
cada cinética debería ir disminuyendo, lo que daría como resultado una línea recta 
con pendiente positiva, diferente a lo observado en la Figura 30, en la que se 
presenta una pendiente negativa. 
 
Este comportamiento se presentó con rosa de bengala, eosina y azul de metileno.  
Por lo anterior, con estos fotosensibilizadores no fue posible determinar las Tk  para 
HCT y es pertinente evaluar otros fotosensibilizadores triplete. 
 
8.6 Ensayo de Fotohemólisis. 
 
Con el objetivo de realizar una evaluación preliminar del efecto fototóxico in vitro de 
la  hidroclorotiazida y/o sus fotoproductos, se efectuaron ensayos con glóbulos rojos 
humanos y el posible daño en la membrana de los eritrocitos, por acción del 
fármaco bajo irradiación de luz Ultravioleta (UV corta).  Los resultados obtenidos se 
muestran en la Tabla 5, donde se evidencia, de forma general, que a un mayor 
tiempo de irradiación y  concentración de HCT en el medio, mayor es la 
absorbancia a 540 nm, es decir, se libera más hemoglobina al medio. 
  
 
Tabla 5. Ensayo de fotohemólisis por HCT  
 
Parámetros Medio Control 
positivo 
NaClO 
Tiempo 
de 
irradiación 
(min) 
Concentración 
[HCT] mM 
0.0 2.0 1.0 0.5 
 
Absorbancia 
540 nm 
0.005 0.07 0.09 0.15 2.1 0 
0.064 0.84 0.21 0.17 3.2 30 
0.068 0.99 0.32 0.22 3.7 60 
0.071 1.08 0.56 0.31 3.5 120 
 
Al comparar los resultados del blanco y de las diferentes adiciones, con referencia a 
la absorbancia de la solución, se observan valores que a 0.5 mM no presentan 
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diferencias significativas.  Por lo anterior, y dado que se dejó un tiempo de contacto 
entre los eritrocitos y la HCT antes de la lectura, se puede plantear que la HCT no 
presenta en las concentraciones evaluadas, hemólisis.  Sin embargo, en todos los 
casos al aumentar el tiempo de irradiación a la longitud de onda que absorbe la 
HCT, se aumenta la absorbancia observada a 540 nm.  Esto, en paralelo con lo 
observado con el blanco, hace pensar que la fotohemólisis, puede contar con 
importante participación de los fotoproductos, de forma similar a lo propuesto por 
Han19.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
56 
 
9   CONCLUSIONES 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos, la hidroclorotiazida presenta tendencias en 
los coeficientes de extinción, en etanol y en soluciones acuosas (pH 4.5, 6.0 y 7.4) 
similares, mostrando los valores más altos a una longitud de onda de 226 nm. Estos 
datos señalan que la transición más favorable puede ser del tipo ππ, debido a su 
elevada energía de transición.  A 318 nm se presentan las absortividades molares 
de menor magnitud, indicando transición del tipo nπ*. 
 
Con respecto a la generación de oxígeno molecular singulete por  HCT se puede 
concluir que al disminuir el pH y aumentar la temperatura se favorece el incremento 
en la generación de esta especie excitada, logrando a pH 4.5 y a 36 ºC un 
porcentaje del 74 %, lo que hace suponer que en estas condiciones la HCT puede 
ser un potencial agente oxidante de biomoléculas orgánicas, lo que implicaría su 
participación en mecanismos tipo II. También a menor pH hay menos densidad 
electrónica disponible en la HCT por la protonación y por tanto se espera menor 
contribución del apagamiento de la especie electrofílica  gO 12 . 
 
De otro lado las constantes de velocidad para la reacción química entre  gO 12  e 
HCT a 21 ºC, son del orden de 2.82 x 104 y de 8.44  x 103 M-1 s-1 en etanol y 
metanol respectivamente, lo que sugiere que la desactivación de esta especie 
excitada en estas condiciones no es eficiente, por lo tanto, la formación de 
productos sería muy baja. No obstante, en soluciones acuosas a medida que 
aumenta el pH también se incrementa el valor de las rk , logrando a pH fisiológico 
sanguíneo (7.4) un valor de 4.85 x 106 M-1s-1, lo que señala una interacción 
medianamente favorable de HCT con oxígeno molecular singulete. En estas 
condiciones, existe un moderado riesgo de que la HCT pierda su actividad 
farmacológica y se generen además fotoproductos, que puedan intervenir en el 
desarrollo de fototoxicidad. Mirando este resultado en paralelo con el rendimiento 
cuántico en la generación de oxígeno molecular singulete, de 0.13, es decir del 13 
%, se plantea la posibilidad que la HCT puede a través de procesos de 
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fotosensibilización, generar riesgos de fototoxicidad por mecanismos tipo II,  al estar 
en un medio con pH más alto donde su protonación es menor, lo que le permite un 
mejor apagamiento, posiblemente desde la amina secundaria. 
 
Con respecto a las constantes de desactivación total de oxígeno singulete (21 ºC, 
en etanol)  no fue posible medir su magnitud, debido a que la adición sucesiva de 
hidroclorotiazida provoca un incremento en las diferentes constantes, lo que señala 
que la HCT estaría generando por si misma oxígeno molecular singulete. 
 Existe la posibilidad de formación de complejos de encuentro tipo exciplejos, con  
mayor producción de oxígeno excitado, y en consecuencia el consumo del 
actinómetro DMA es mucho mayor. Este comportamiento no se ajusta al modelo de 
las reacciones competitivas, por lo tanto, por esta metodología no es posible 
encontrar loa valores de Tk  y se hace necesario evaluar el uso de otros 
sensibilizadores.   
Por lo anterior, se plantea que la hidroclorotiazida puede llegar al estado excitado a 
través de irradiación directa y fotosensibilizada, aumentando el riesgo de 
generación del oxígeno excitado, por transferencia de energía desde 
fotosensibilizadores en estado singulete, incrementando así,  el riego de 
fototoxicidad por mecanismos tipo II. 
 
Adicionalmente, los resultados obtenidos en el test de Fotohemólisis indican que 
aumenta la hemólisis con el aumento de la concentración y tiempo de radiación, 
pero este efecto puede deberse a los fotoproductos, más que al  gO 12  generado. 
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ANEXO 1 
 
Espectro de emisión lámpara UV, con filtro óptico Edmund Optics U-340, con corte 
en el intervalo de 260 a 380 nm. 
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ANEXO 2 
 
Espectro de absorción, filtro óptico Edmund Optics VG-9 y VG-6. Este último con 
corte en el intervalo de 410 a 680 nm. 
 
 
 
 
 
 
